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SOUCHES DE LEVURE EXPRIMANT LE GENE DE LA LDH LACTIQUE, 
ET VECTEURS UTILISABLES POUR L ' OBTENTION DESDITES 
SOUCHES . 

L ' Invention est relative a la construction de 
5 levures exprimant une fermentation mixte alcoolique- 
lactique. 

Ces deux grands types de fermentation des 
sucres sont traditionnellement mis en oeuvre dans 
l'industrie agro-alimentaire : la fermentation alcoo- 
10 lique, dont sont responsables des levures du genre 
Saccharomyces , conduit pour l'essentiel a la formation 
d'ethanol et de CO2 ; et la fermentation lactique 
(bacteries lactiques) conduit a la formation d'acide lac- 
tique. 

15 La fermentation alcoolique et la fermentation 

lactique presentent des voies metaboliques pratiquement 
superposables jusqu'au pyruvate. A ce stade, cet interme- 
diaire est traite dif f eremment par deux systemes accep- 
teurs finaux d* electrons. Dans la fermentation alcoo- 

20 lique, le pyruvate est decarboxyle en acetaldehyde, ce 
dernier compose etant reduit en ethanol par le biais 
d'une. alcool deshydrogenase ; dans la fermentation 
lactique, le pyruvate est reduit directement en lactate 
par le biais d'une lacticodeshydrogenase (LDH) . 

25 Les microorganismes utilises en agro-alimen- 

taire possedent l'une ou 1' autre de ces deux voies meta- 
boliques et accomplissent de maniere exclusive 1 ' une ou 
l 1 autre de ces deux fermentations. 

Les Inventeurs ont entrepris de construire une 

30 souche de levure pouvant accomplir a. la fois la fer- 
mentation alcoolique et la fermentation lactique, ce qui 
resulte en une fermentation a bilan intermediaire entre 
ces deux types 

Le principe de la construction realisee par 

35 les Inventeurs a consiste a doner le gene d'une lactico- 
deshydrogenase d'une bacterie lactique GRAS 
(Lactobacillus casei) et a faire exprimer ce gene chez 
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Saccharomyces pour y installer, en bout de flux carbone, 
un systeme accepteur d 1 electrons devant concurrencer le 
systeme sauvage. 

Une telle construction n'avait jamais ete pro- 
5 posee dans l'art anterieur, car il etait generalement 
admis que trois grands groupes d' obstacles pouvaient 
faire echec a son fonctionnement : 

- une expression nulle ou insuffisante du gene 
bacterien chez Saccharomyces ; 

10 - un fonctionnement non concurrentiel du sys- 

teme accepteur introduit ; 

- une incompatibility entre le fonctionnement 
du systeme et la viabilite et l'activite fermentaire de 
Saccharomyces, resultant par exemple d l un probleme de 

15 translocation membranaire du lactate. 

Or, de facon surprenante, les Inventeurs sont 
parvenus a obtenir un systeme viable et fonctionnel, et 
conduisant au detournement d*une part importante du flux 
carbone vers le lactate. 

20 La presente Invention a pour objet des souches 

de levure caracterisees en ce qu'elles contiennent au 
moins une copie d'un gene codant pour une LDH de bacterie 
lactique, sous controle de sequences regulant 1' expres- 
sion dudit gene dans la levure. 

25 Par "sequences regulant l'expression d'un 

gene" on entend des sequences de type promoteur et termi- 
nateur actives dans la levure. Les promoteurs et termina- 
teurs de differents genes peuvent etre utilises, associes 
dans des combinaisons differentes. On citera, a titre 

30 d' exemple non limitatif, les promoteurs et terminateurs, 
connus en eux-memes, des genes alcool-deshydrogenase I 
(ADHD, phosphoglycerate kinase (PGK), et glyceraldehyde- 
3 -phosphate dehydrogenase (GAPDH) . 

L 1 invention comprend egalement la cassette 

35 d' expression obtenue en associant lesdites sequences de 
regulation et le gene de la LDH ; cette cassette peut 
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etre portee par un plasmide, ou integree dans l'ADN chro- 
mosomique de la levure hote. 

Selon un mode de realisation prefere dela pre- 
sente Invention, lesdites levures appartiennent au genre 
5 Saccharomyces . 

Selon un autre mode de realisation prefere 
dela presente Invention, le gene exprime est celui de la 
LDH de Lactobacillus casei . 

Pour que le gene integre s* exprime dans la 
10 levure, le codon d 1 initiation GTG est prealablement 
modifie en ATG. 

L 1 Invention englobe egalement des vecteurs 
d* expression, comprenant une cassette d' expression telle 
que definie ci-dessus, et utilisables pour l'obtention 
15 des souches de levure transformees conformes a 1' Inven- 
tion. 

Ces vecteurs pourront etre selectionnes sur la 
base de la nature et de la force des elements regulateurs 
qui entrent dans la cassette d* expression. On peut choi- 
2 0 sir les promoteurs et terminateurs decrits plus haut, ou 
toute autre sequence permettant de controler 1' expression 
d'un gene dans la levure. 

Un autre critere du choix des vecteurs reside 
dans le nombre de copies de ceux-ci, qui est conditionne 
25 par le choix de I'origine de replication. 

On peut choisir d'integrer le gene de la LDH, 
muni de ses sequences de contr51e, dans le genome de la 
levure, auquel cas on pourra par exemple choisir un 
vecteur integratif (Yip) ne possedant pas d'origine de 
30 replication dans la levure ; il est egalement possible 
d'integrer ce gene en utilisant d'autres techniques, par 
exemple la co-transformation. 

S'il est preferable que le gene de la LDH soit 
porte.par un plasmide, un choix peut etre fait entre les 
35 vecteurs suivants : 

. Vecteur replicatif (YEp) a haut nombre de 
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copies, possedant comme origine de replication dans la 
levure une partie du plasmide 2\i endogene. 

. Vecteur replicatif (YRp) a haut nombre de 
copies, possedant comme origine de replication une se- 
5 quence ARS chromosomique . 

. Vecteur replicatif (YLp) lineaire a haut 
nombre de copies possedant des sequences telomeriques 
comme origine de replication. 

. Vecteur replicatif (YCp) a bas nombre de 
10 copies, possedant une sequence ARS chromosomique et une 
sequence centromerique . 

Preferentiellement, les vecteurs conformes a 
1' Invention comportent egalement des marqueurs de selec- 
tion dans la levure, tels que des marqueurs 
15 d'auxotrophie : URA 3 , LEU 2 , HIS 3 , TRP 1# ADE, etc ...et/ou 
des marqueurs de resistance a des antibiotiques (G418, 
hygromycine B, chloramphenicol, phleomycine) , a des 
herbicides (sulf ometuron methyl) , au cuivre, etc... 

Avantageusement , les vecteurs conformes a 
20 1' Invention sont des vecteurs navette, possedant egale- 
ment une origine de replication bacterienne et un mar- 
queur de selection dans une bacterie (par exemple, gene 
de resistance a un antibiotique) . 

Les plasmides conformes a 1' Invention, portant 
25 le gene codant pour la LDH d'une bacterie lactique peu- 
vent etre introduits dans toutes souches de levure, par 
differentes techniques de transformation. 

Parmi les techniques de transformation les 
plus courantes, on citera la technique des protoplastes, 
30 la technique de permeabilisation aux sels de lithium et 
1 'electroporation. 

II est possible de moduler le taux d' expres- 
sion du gene codant pour la LDH, et en consequence le 
rapport ethanol-lactate, en jouant notamment sur le 
35 nombre de copies du gene LDH introduites dans la levure, 
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et/ou sur la force des elements de regulation qui y sont 
associes . 

La construction de differentes souches 
conformes a 1* invention, exprimant la LDH a des degres 
5 divers, peut etre realisee selon 1 •utilisation recher- 
chee, qui determine le rapport ethanol/lactate souhaite. 

Dans tous les cas, le procede de cette 
construction comprend les etapes suivantes : 

- construction d'une cassette d' expression 
10 comprenant le gene LDH et des elements regulateurs de 

force variable, selon le rapport ethanol/lactate 
souhaite ; 

- introduction de cette cassette soit en mono- 
copie, soit en multicopie (selon le rapport 

15 ethanol/lactate souhaite) dans la levure. 

Les souches de levure conformes a l 1 invention 
trouvent de nombreuses applications dans 1 ■ agro-alimen- 
taire. Elles sont utilisables partout ou une fermentation 
alcoolique doit s 1 accompagner d'une acidification biolo- 

20 gique (par exemple elaboration de cidre a partir de 
pommes insuf f isamment acides, elaboration de pates a pain 
dites acides, produits lactes type kefir . ..), ou d'un 
abaissement de son rendement en ethanol. 

Ceci est particulierement interessant dans le 

25 domaine de l'oenologie : 

- pour palier au manque d'acidite d'un nombre 
de plus en plus important de vins, notamment dans les 

regions chaudes ; 

- pour pouvoir beneficier des avantages de la 
30 fermentation malolactique (stabilisation biologique du 

produit) meme lorsqu'elle conduit a une desacidif ication 
trop poussee, en compensant par une acidification ; 

- pour produire des vins ou des boissons a 
teneur allegee en ethanol. 

35 En outre, en poussant la deviation de la fer- 

mentation alcoolique a son extreme, des levures Saccharo- 
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wyces transformees conformement a l 1 Invention permet- 
traient de remplacer les bacteries pour realiser la fer- 
mentation lactique. Ces levures presenteraient les avan- 
tages suivants : insensibilite aux phages , croissance en 
5 milieu pauvre en nutriments, croissance en milieu .acide, 
croissance a temperature plus basse. Elles pourraient 
egalement etre mises en oeuvre pour la production indus- 
trielle d 1 acide lactique. 

La presente Invention sera mieux comprise a 

10 l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
ref£re a des exemples de construction de souches de 
levure transformees conformes a 1' Invention, ainsi qu'a 
la demonstration de leur activite fermentaire. 

II va de soi toutefois que ces exemples sont 

15 donnes uniquement a titre d* illustration de I'objet de 
1' Invention, dont ils ne constituent en aucune maniere 
une limitation. 

EXEMPLE 1 : CLONAGE DU GENE DE LA L-LDH DE L. CASEI 

A) Construction d'une banque d'ADN de L. casei 
20 dans E. coli 

a) Extraction de l'ADN de L. casei 

La souche Lactobacillus casei ATCC 393 a ete 
utilisee. Elle a ete cultivee sur milieu MRS dont la com- 
position est la suivante : polypeptone 10 g/1, extrait de 
25 levure 5 g/1, extrait de viande 10 g/1, glucose 2 g/1, 
phosphate dipotassique 2 g/1, acetate de sodium 5 g/1, 
citrate d' ammonium 2 g/1, sulfate de magnesium 0,2 g/1, 
sulfate de manganese 0,05 g/1, tween 80 lml/1. 

15 ml de milieu MRS sont ensemences par L. 
30 casei et incubes a 37 *C pendant une nuit. 500 ml de meme 
milieu sont ensemences par les 15 ml de preculture ainsi 
obtenus, et incubes a 37 - C avec legere agitation jusqu ( a 
une DO (550 nm) de 3,9. 

L'ADN est extrait selon LERCH et al. [Yeast, 
35 7:253-263, (1989]) et purifie sur gradient de chlorure de 
cesium en presence de bromure d'ethidium [MANIATIS et 
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al., Molecular cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory (1989). 

Le bromure d'ethidium est extrait a I'isobuta- 
nol (2 fois) et a l'alcool isoamylique (2 fois). Apres 
5 dilution par 2 volumes d'eau, l'ADN est precipite par 6 
volumes d'ethanol. 

Le precipite est recupere a la baguette et 
dissous dans 2 ml de TE (Tris 10 mM EDTA 1 mM pH 7.5) . 

La concentration de l'ADN en solution est 
10 determinee par mesure de la DO a 260 run. 

b) Digestion de l'ADN de L. casex 

60 |ig d 1 ADN de L . casei sont digeres partiel- 
lement par 8 unites d' enzyme Sau3A pendant 40 mn a 37'C. 

Le melange est extrait au phenol, phenol- 
15 chloroforme, chloroforme et precipite a l'alcool. 

Apres centrifugation, l'ADN est repris dans 
300 \il de TE et les fragments separes sur gradient de su- 
crose pendant 15 heures a 25000 rpm. 

Des fractions de 0,5 ml sont recoltees et ana- 
2 0 lysees sur gel d' agarose 0,8%. La fraction contenant des 
fragments de 2 a 4 kb est dialysee contre du TE pendant 4 
heures . 

c) Ligation de 1 1 ADN d igere aa vecteur DUC18 
L'ADN digere est ensuite ligue au vecteur 

25 pUC18Bam HI dephosphoryle (Appligene) , pour la realisa- 
tion de la banque, dans les conditions suivantes : 



pUC18BdP 5 |il (250 ng) 

ADN digere 10 \il (1 \ig) 

APPLIGENE Tp Ligation 5X 10 *ll 
3 0 APPLIGENE Ligase 5 \il 

Eau 20 ^1 



Le melange est incube pendant 18 h a 14 'C 
d) Transformation de E, coli 

La souche de E. coli DH5a (GIBCO BRL) de geno- 
35 type : F~ ; endAl ; hsdR17(K~, xnlO ; supE44 ; Thi-1 ; 
X- ; recAl ; gyrA96 ; relAl, a ete utilisee. 



WO 94/00554 




PCT/FR93/00618 



8 

Les protocoles utilises pour la preparation 
des bacteries competentes et ceux pour la transformation 
sont decrits par HANAHAN (In DNA cloning, vol. 1 DM 
Glover (ed) IRL Press, 109-135 (1985)]. 
5 Le melange de ligation a ete utilise pour 

transformer les bacteries competentes DH5a. Les colonies 
obtenues ont ete selectionnees sur boite LB 
(bactotryptone 10g/l, extrait de levure 5g/l, Nacl 10g/l) 
+ ampicilline (50ug/ml) . 92% des clones avaient un insert 
10 de la taille attendue (2-4 kb) . 

B. - Amplification d'un Fragment du gene LDH 

par PCR 

A partir de la sequence proteigue de la L-LDH 
de Lactobacillus casei publiee par HENSEL et al. [Eur. J. 

15 Biochem 134:503-511, (1983)], deux melanges 

d' oligonucleotides ont ete synthetises. L' amorce 4122 est 
derivee des acides amines 5 a 10 : Asp-Lys-Asp-His— Gln- 
Lys et l'amorce 5036 est derivee des acides amines 262 a 
2 67 : Tyr-Met-Asp-Gly-Gln-tyr (Kim et al. 1991) . 

20 4122 : 

5 ' -GA(C, T) -AA(G, A) -GA(C, T) -CA(C,T) -CA(G, A) -A- (A) -3 ' 
5036 : 

5'-TA-(C,T)TG-(ACTG)CC-(G,A)TC-CAT-(G,A)TA-3 ' 

Les 2 amorces ont ete utilisees pour amplifier 
25 un fragment du gene de la L.LDH de L. casei a partir de 
1 ' ADN total isole de cette souche ; la taille du fragment 
amplifie est de 785 paires de bases. L* amplification a 
ete realisee comme suit : 

Amorce 4122 5 ul (100 pmoles) 

30 Amorce 503 6 7,2 ul (100 pmoles) 

Taq Buffer 10X 10 ul 

Taq (BECKMAN) 0,5 Ul 

5u/Ul 

dNTP (2 mM) 10 Ul 
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ADN L. casei 10 Jil (100 ng) 

(lOng/Rl) 
Eau 57 ^1 

Taq buffer 10X : Tris HCl pH 8,3 lOOmM, KCl 500mM, MgCl 2 
5 15mM 

Conditions d 1 amplification : 1 mn 94*C, lmn 55*C, 2 mn 
72 "C pendant 30 cycles, sur amplif icateur PHC2 TECHNE. 

Le produit d 'amplification est analyse sur gel 
d' agarose 1,5% et la bande correspondante (785 bp) prele- 
10 vee. L ' ADN est elue sur colonne MILLIPORE ULTRAFREE, 
purifie par extractions classiques au phenol precipite a 
l'alcool, puis centrifuge et repris dans du tampon TE. 
C. - Criblage de la banque 

a) Marnuaae du fragment de 785 bp 

15 Le fragment amplifie est marque au 32 P par la 

technique multiprime, a 1 1 aide du kit "Rapid hybridiza- 
tion system multiprim" (AMERSHAM) . L 'ADN est denature a 
100 *C pendant 3 mn puis refroidi brutalement dans la 
glace, Le marquage est effectue dans les conditions sui- 

20 vantes : 

ADN 785 bases 12 [il (100 ng) 

tampon de marquage 10 M-l 
hexanucleotides 5 |il 

dCTP (32P) 4 \xl 

25 (3000 ci/mmoles) 

Klenow 2 \il 

H20 17 111 

pendant 2 heures a 37 *C. 

La sonde marquee est separee des nucleotides 
30 par filtration sur colonne NENSORB (NEN) . La radioacti- 
vite des fractions eluees est determinee par comptage au 
compteur a scintillation. 

b) Preparation des filtraa 

Apres transformation des bacteries DH5a par un 
35 aliquot du melange de ligation constituant la banque,. 
4000 clones Amp r ont ete obtenus sur boites LB + 
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ampicilline, ce qui represente environ 3 fois la taille 
du genome. 

Les colonies bacteriennes sont transferees sur 
membrane de nylon (HYBOND N, AMERSHAM) et I'ADN denature, 
5 selon la technique de GRUNSTEIN and HOGNESS [Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 72:3961-3965 (1975). Les membranes sont 
ensuite incubees 2 heures a 80 # C. 

C) Hybridation 

L 'hybridation est realisee a I'aide. du kit 
10 "Rapid hybridization system multiprim" selon le protocole 
decrit par le fournisseur (AMERSHAM) • Les membranes sont 
prehybridees dans le tampon d* hybridation pendant 15 mn a 
65 # C. La sonde denaturee est raj out ee dans le tampon a 
raison de 10 6 cpm/ml . 
15 L* hybridation est realisee a 65 *C pendant la 

nuit . 

Apres hybridation, les membranes sont lavees : 

- 2 fois 10 mn a 65 *C avec 2 x SSPE, 0,1% SDS 

- 1 fois 15 mn a 65 'C avec 1 x SSPE, 0,1% SDS 
20-2 fois 15 mn a 65 # C avec 0,7 x SSPE, 0,1% SDS 

(20 x SSPE : NaCl 3,6 M ; NaH 2 P0 4 0,2 M ; EDTA 0,02 M) 

Les membranes sont soumises a une autoradio- 

graphie de 12 heures a -80 *C avec un film XRAY, (FUJI) . 

A 1* issue de 1 'hybridation un clone positif 
25 appele pG4 a ete obtenu. Le plasmide a ete extrait de ce 

clone par miniprep (MANIATIS , 1989, reference precitee ) 

et analyse par digestion par des enzymes de restriction. 

Le plasmide pG4 contient un insert d'ADN de L. casei de 

3,5 kb. 

30 La production de lactate dans E. coli a ete 

determinee pour le clone ?G4 . Apres croissance de pG4 
dans 10 ml de LB contenant Is de glucose et de l'ampicil- 
line (50 mg/ml) , a 37*C, une production de lactate a ete 
mise en evidence par dosage enzymatique a l'aide du kit 

35 L. lactate (BOEHRINGER) . 
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Ceci confirme que le gene de L.LDH de L. casei 
est present en entier sur le fragment de 3.5 kb isole. 
EXEMPLE 2. - MODIFICATION DU GENE PAR MUTAGENESE 

La sequence du gene LDH de L. casei a ete 
5 recemment publiee (KIM et al . , Appl. Environ. Microbiol. 
57:2413-2417, (1991) . 

II a ete verifie que la carte de restriction 
deduite de la sequence publiee etait identique a celle 
d'un fragment central de 1 ' insert de 3.5 kb du plasmide 
10 pG4. 

Le codon d % initiation de la traduction du gene 
LDH de L. casei etant GTG, codon non utilise par 
Saccharo/nyces cerevisiae comme codon d' initiation, GTG a 
ete remplace en ATG par mutagenese. 
15 La strategie de mutagenese detaillee est resu- 

mee sur la figure 1. 

1. obtgntion tin fragment mutaaeneise 

L 1 insert de 3.5 kb contenu dans le plasmide 
pG4 est indique sur la figure 1, ainsi que la region 
20 codante du gene LDH (codon start GTG, codon stop TAA) . 

Le remplacement du GTG en ATG a ete effectue 
par amplification PCR d'un fragment 5' du gene a partir 
du plasmide pG4 et a l'aide de deux amorces, dont la 
position et la sequence sont indiquees sur la figure 1 : 
25 - L 1 amorce 1 est constitute de 13 bases com- 

plementaires de la region codante en 5 1 et de 9 bases 
differentes : l'une etant un A de maniere a rempiacer le 
GTG en ATG, les 8 autres permettant la creation d ! un site 
Xhol en 5' du codon d' initiation. 
30 - L* amorce 2 est constitute de 22 bases com- 

plementaires d'une region interne a la region codante, 
comprenant le site Bglll present dans le gene. 

Ces 2 amorces permettent 1 ' amplification d'un 
fragment de 335 bases. 
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L 1 amplification a ete realisee de la maniere 

suivante : 



Conditions d ' amplification : 30 secondes a 94 'C, 30 
secondes a 55*C, 1 mn a 72 # C pendant 30 cycles. 

La taille du fragment d* amplification a 6te 
verifiee (335 bases) par analyse d'un aliquot sur gel 
d 1 agarose 1,5%. 

1,5 \il du produit d 'amplification ont et6 
digeres par Xhol-Bglll et le fragment digere a ete 
sous-clone dans le plasmide PBSLDH3 comme decrit ci-des- 
sous (2 .b) . 

2. Reconstruction du gene 

Les differentes etapes de cette construction 
sont schematisees sur la figure 2. 

a) Construction du plasmide pBSLDH3 

Le fragment Xbal (2,2 kb) limite par un site 
en aval du codon stop TAA et un site dans le polylinker 
du plasmide pG4 a ete isole, par digestion Xbal de pG4, 
separation des fragments sur gel d' agarose a bas point de 
fusion NIUSIEVE (FMC) , et decoupe de la bande de 2,2 kb. 

Ce fragment a ete sous clone dans le plasmide 
pBS (pBluescript II SK+, STRATAGENE) par ligation de 
200 ng de fragment Xbal (dans niusieve chauffe a 65 *C) a 
50 ng de plasmide pBS digere par Xbal et dephosphoryle. 
Le plasmide recombinant obtenu est denomjne PBSLDH3 . 

b) Introduction du fragment modifie 

Le plasmide pBSLDH 3 a ete digere par Bglll 
(dans la region codante) et Xhol (site du polylinker), 
puis dephosphoryle. 



Amorce 2 



Amorce 1 



Taq Buffer lOx 
Taq 5u/|ll 
dNTP (2 mM) 
pG4a 
Eau 



4 |il (20 pmoles) 
4 |il (20 pmoles) 
10 M-l 

0,5 |il 
10 Jll 

10 |ll 100 ng 
70,5 Jll 
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100 ng de fragment amplifie par PCR et digere 
par Bglll- Xhol (comme indique en 1 ci-dessus) , ont ete 
ligues a 50 ng de pBSLDH 3 ainsi traite. 

Le plasmide pBSLDH*]_ obtenu possede la region 
5 codante du gene LDH reconstitute, avec un codon ATG comme 
codon d % initiation, limitee par un site Xhol immediate- 
ment en amont de I'ATG et par un site Xbal immediatement 
en aval du codon stop TAA. 

Le fragment Xhol-Bglll de ce plasmide a 6te 
10 sequence afin de verifier d'une part le remplacement du 
GTG en ATG et d 1 autre part qu'aucune erreur n'a ete com- 
mise par la Taq polymerase lors de 1 'amplification. 
EXEMPLE 3. - INTRODUCTION DU GENE MODIFIE DANS DES 
VECTEURS D 9 EXPRESSION 
15 Afin d'obtenir une expression du gene LDH de 

L. casei mutageneise dans la levure, la region codante 
comprenant le codon ATG cree a ete placee sous controle 
d' elements regulateurs de levure, dans un vecteur navette 
levure/E. coli. 

20 1) Introduct ion du aeme LDH sur le plasmide 

imilt-.icopie oVTIOO-U (Figure 3) 

Le plasmide d' expression qui a ete utilise est 
le plasmide pVTlOO-U contenant I'origine 2 \i, le marqueur 
URA3 et les elements regulateurs forts ADH (promoteur et 
25 terminateur) ainsi que les elements bacteriens (origine 
et gene de resistance a 1 1 ampicilline) . 

Ce plasmide a ete decrit par VERNET et al . 
[Gene 52:225-233, (1987) ] . 

Le fragment Xhol -Xbal du plasmide pBSLDH*^ a 
30 ete isole par digestion Xhol-Xbal et separation des frag- 
ments eur gel d 1 agarose a bas point de fusion NIUSIEVE. 
Le fragment Xhol-Xbal (1 I:b) correspondant au gene a ete 
decoupe . 

100 ng de ce fragment ont ete ligues a 50 ng 
35 d e vecteur pVT-100-U digere par Xbal et Xhol (sites pre- 
sents dans le polylinker) , et dephosphoryle. 
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Le vecteur recombinant pVT-100-ULDH* a ete 

obtenu . 

2) Tnrr oHnrj "i OT1 H " CT * np TlF>H danei 1ft plasmide 

5 Le plasmide monocopie centromerique YCp50 a 

ete decrit par ROSE [ S.L. BERGER and A.R. KIMMEL (Ed), 
Academic Press, 481-504 (1987)]. 

Ce vecteur porte vine sequence ARS et une 
sequence centromerique et le marqueur URA3, ainsi que les 
10 elements bacteriens (origine de replication et resistance 
a 1 'ampicilline) . 

Le fragment SphI de pVT 100-U-LDH* contenant 
la cassette d' expression p ADH - LDH * - t ADH a ete isole par 
digestion SphI et separation des fragments sur gel d'aga- 
15 rose a bas point de fusion NIUSIEVE. Le fragment SphI 
contenant la cassette d' expression (1,7 kb) a ete 
decoupe. 100 ng de ce fragment ont ete ligues a 50 ng de 
vecteur YCp50 digere par SphI et dephosphoryle . Le vec- 
teur recombinant YCp50-LDH* a ete obtenu. 
20 EXEMPLE 4 - TRANSFORMATION DE LA LEVDRE 

La souche de levure Saccharomyces cerevisiae 
SCV5M a ete tranformee par le plasmide pVTlOO-U-LDH* 
d'une part, et le plasmide YCp50-LDH* d' autre part . 

La souche SCV5M a ete deposee le 18 Juin 1992 
25 aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microor- 
ganismes, tenue par l'Institut Pasteur, sous le numero I- 
1222. II s'agit d'une souche de laboratoire haploide, 
auxotrophe pour l'uracile (ura3), MAT a, derivee d'une 
souche oenologique. Cette souche est capable de 
30 developper une fermentation en conditions oenologiques 
comparable a celle des souches industrielles . 

La methode de transformation utilisee est 
celle de 1' acetate de lithium decrite par GIETZ et 
SCHIESTL { Yeast, 7:253-263, (1991)]. 
35 Le milieu selectif utilise est du YNB (Yeast 

nitrogen base 7 g/1 DIFCO, glucose 20 g/1) . L'absence 
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d'uracile permet de conserver une pression de selection 
pour le plasmide. 

EXEMPLE 5 - ESSAIS DE FERMENTATION 

1) Plasmide mulr.icQPie PYT3.QQ-UrJJ2H l 
Les essais de fermentation ont ete realises 

avec les souches suivantes : 

- V5/pVT100-U : souche SCV5M trans formee par 
le plasmide pVTlOO-U sans insert, a titre de temoin. 

- V5/pVT100-U-LDH* : souche SCV5M transformee 
par le plasmide multicopie pVTlOO-U contenant le gene LDH 
modifie. Plusieurs transf ormants ont ete testes 
separement . 

Les fermentations ont ete realisees sur milieu 
synthetique minimum YNB (yeast nitrogen base 7 g/1 DIFCO) 
15 contenant 50 g/1 de glucose, et tamponne a pH 5.1 par 6.3 
g/1 d'acide citrique et NaOH. 

Des precultures des souches V5/pVT100-U et 
V5/pVT100-U-LDH* ont ete realisees pendant 20 heures dans 
10 ml de milieu a 28 *C. 
20 Les cultures ont ete realisees dans 50 ml, par 

ensemencement de 7 x 10 5 cellules/ml a partir des precul- 
tures. Le nombre de cellules a ete determine sur un appa- 
reil de type COULTER COUNTER modeie ZBI . 

Les cultures ont ete incubees a 28 'C, avec une 
25 agitation intermittente par barreau aimante. 

Le pH initial a ete mesure : 5 pour V5/pVT100- 
U et 4.9 pour V5/pVT100-U-LDH* . 

Des prelevements de 1 ml ont ete realises a 
intervalles reguliers pour determiner : 

le nombre de cellules, par comptage 

cellulaire (COULTER COUNTER) ; 

- le pH du milieu de culture ; 

- la concentration du milieu de culture en 

glucose, en ethanol et en lactate, par dosage enzymatique 

35 (kits de dosage BOHRINGHER ; 

l'activite specif ique lactate- 



30 
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dehydrogenase ; cette activite a ete determinee sur des 

ft 

extraits bruts de cellules obtenus comme suit : 10 
cellules sont prelevees, centrifugees 5 minutes a 6000 
rpm, et lavees dans 5 ml de tampon acetate 80 mM pH 5.5 
5 (Tampon acetate 0.2M:Na acetate 2,73 g, dans 100 ml 
d'eau ; pH 5.5 avec de I'acide acetique) . Le culot 
cellulaire est repris dans 0.5 ml du meme tampon. Les 
cellules sont broyees sur vortex a l'aide de billes de 
verre, 4 fois 1 minute, au froid. Le broyat est 

10 centrifuge 5 minutes a 15000 rpm, et le surnageant 
recupere est utilise comme extrait brut. Le dosage de la 
LDH est realise comme decrit par HENSEL et al., [Arch. 
Microbiol. 112, 81-93 (1977)]. L'activite LDH est 
exprimee en U/mg de proteines de 1' extrait 

15 Les resultats des dosages effectues sont les 

suivants : 

- Production d'ethanol et de lactate : 
La production de lactate de V5/pVTl00-U-LDH* 
varie, selon les transformants testes, entre 6 et 25 g/1 

20 de lactate, avec une quant ite produite de l'ordre de 
10 g/1 pour la majeure partie d' entre eux ; les resultats 
experimentaux detailles ci-apres et illustres par la 
figure 5 ont ete obtenus realisees avec un transformant 
V5/pVT100-U-LDH* produisant environ 10 g/1 de lactate. 

25 Mors que la souche temoin produit de l'ethanol mais ne 
montre pas de production detactable de lactate (fig. 5D) , 
le transformant produit simultanement du lactate et de 
l'ethanol (fig. 5C) , ce qui correspond approximativement 
a la degradation de 25 a 30% du glucose present dans le 

30 milieu de culture en lactate. 

La production simultanee de lactate et 
d'ethanol est, de plus, mise en evidence pendant toute la 
phase exponentielle de croissance et au debut de la phase 
stationnaire. Au cours de la phase stationnaire, la 

35 production de lactate s'arrete. 
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- Croissance cellulaire : 

La croissance du transformant V5/pVT100-U-LDH* 
(fig. 5 A) est comparable a celle de la souche temoin 
(fig. 5B) . L* arret de la croissance (apparition de la 
5 phase stationnaire) se produit toutefois plus tot pour la 
souche trans formee que pour le temoin, et le nombre final 
de cellules est inferieur d* environ 20% a celui observe 
pour la souche temoin. 

- Mesure du pH du milieu de culture 

10 L'arrSt de la croissance peut etre explique 

par 1 'acidification importance du milieu de culture. On 
observe en effet une baisse de pH beaucoup plus forte 
dans le cas de la souche transf ormee (fig. 5A) que dans 
le cas de la souche temoin (fig 5B) . Cette acidification 

15 importante est parfaitement correlee a la production de 
lactate observee. 

- Dosage de l'activite LDH : 

Les resultats obtenus sur l'extrait brut de la 
souche transformee (fig. 5E) montrent que l'activite 
20 specifique de la LDH est maximale quand les cellules 
entrent en phase stationnaire, puis diminue au cours de 
cette mime phase. 

- Autres milieux de culture : 

Les resultats obtenus sur milieu YNB ont en 
25 outre ete confirmes sur jus de raisin (185 g/1 glucose) 
et jus de pomme (93 g/1 glucose) . 

L'obtention d'une production mixte lactate- 
ethanol peut done etre realisee sur differents milieux 
(synthetiques, minimum ou complets, naturels) contenant 
30 des concentrations, en glucose variable, et quel que soit 
le pH de depart. La gamme de temperature utilisable est 
celle permettant la croissance des levures 
(approximativement 14-35 *C) . 

2) Pl&smide monocopie Y£n5Q^LDttl 
35 Des essais de fermentation ont ete realises 

avec la souche V5/YCp50-LDH* sur milieu YNB contenant 
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50 g/1 de glucose tamponne a pH 5.1. Une production de 
lactate de l'ordre de 1 g/1 a ete obtenue pour cette 
souche . 

L'activite specif ique de la LDH, determinee 
5 comme precedemment decrit, presente des variations 
similaires a celles obseryees avec les transf ormants 
multicopie. Par contre, l'activite maximale, observee en 
fin de phase exponent i el le-debut de phase stationnaire, 
est de l'ordre de 1.5 U/mg proteines, soit 7 fois moins 

10 que l'activite maximale obtenue avec le trans formant 
multicopie (10 U/mg prot) . 

La production de lactate par le trans formant 
monocopie est done en correlation avec le niveau 
d'activite specif ique de la LDH. 

15 Ceci montre que la production de lactate peut 

§tre modulee notamment en fonction du nombre de genes LDH 
introduits dans la levure. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' Invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 

20 mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente 

25 Invention. 
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p^wnTCvriONS 

1) Souches de levure caracterisees en ce 
qu'elles contiennent au moins une copie d'un gene codant 
pour une LDH de bacterie lactique, sous controle de 

5 sequences regulant 1' expression dudit gene dans la 
levure. 

2) Souches selon la Revendication 1, caracte- 
risees en ce que lesdites levures appartiennent au genre 
Saccharomyces . 

10 3) souches selon l'une quelconque des Revendi- 

cations 1 ou 2 , caracterisees en ce que le gene exprime 
est celui de la LDH de Lactobacillus casei . 

4) Cassette d' expression caracterisee en ce 
qu'elle comprend le gene d'une LDH de bacterie lactique 

15 associe a des sequences de regulation actives dans la 
levure. 

5) Vecteurs d' expression, caracterises en ce 
qu'ils comprenent une cassette d' expression selon la 
Revendication 4, et utilisables pour l'obtention des 

20 souches de levure transf ormees selon la Revendication 1. 

6) Vecteurs selon la Revendication 5, caracte- 
rises en ce qu'il s'agit de vecteurs navette, possedant 
egalement une origine de replication bacterienne et un 
marqueur de selection dans une bacterie. 



WO 94/00554 ^7 PCT/FR93/006I8 



1/5 




Xhol 
I I 

PRIMER 1 5' - GGCTCGAGAIGGCAAGTATTAC- 3' 
L casei 5* -GATATCACCGTGGCAAGTATTAC- 3' 

Bglll 
I I 

L casei 5'- TGAAGATCTTGAAGTCCATTGT -3' 
PR IMER 2 5'-ACAATGG ACTTCAAGATCTTCA -3' 



Figure 1 




digest Xhol-Bgll I 
dephosphorylation 

T 

ligation 




Figure 2 



WO 94/00554 




Figure 3 



WO 94/00554 



PCT/FR93/00618 



4/5 



LDH* 

Sphl Xbal Xhol Sphl 
tADH pADH 




Figure 4 




Temps (h) 

FIG.5 



SUBSTITUTE SHEET 



INTERNATIONi 



EARCH REPORT 



lnteri^^^l application No. 
PCT/FR 93/00618 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

Int. CI. 5 C12N C12P C12R 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 
Y 

A 
A 



APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Vol.57, 
No. 8, August 1991, pages 2413-2417, Washington DC, US, 
S.F. KIM et al.: "Cloning and Nucleotide Sequence 
of the Lactobacillus casei Lactate Dehydrogenase Gene", 
the whole document (cited in the application) 

idem 

EP,A ,0103399 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF 
CALIFORNIA) 21 March 1984, page 5, line 1 - 
page 7 , line 34, claims 1-11 



DATABASE WPIL, Derwent Publications Ltd., London, 
GB, DATABASE WPIL, AN 91-373410, week 9151, & JP 
- A - 3251172 (MEIJI MILK PRODS KK) 
08 November 1991, abstract 



1,4,5 



3 

1,4,5 

2,6 
1,4,5 



| | Further documents are listed in the continuation of Box C. | | See patent family annex. 



0 Special categories of cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not considered 
to be of paxticular relevance 

"£** earlier document but published on or after the international filing date 

M L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is 

cited to establish the publication date of another citation or other 

special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or other 
means 

"P" document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



"T* later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X** document of particular relevance; the claimed invention cannot he 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combioedwithoocor more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled io the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
04 October 1993 (04.10*93) 



Date of mailing of the international search report 
20 October 1993 (20.10.93) 



Name and mailing address of the ISA/ 

EUROPEAN PATENT OFFICE 
Facsimile No. 



Authorized officer 



Telephone No. 



Form PCT/1SA/210 (second sheet) (July 1992) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. fr 9300618 

SA 75616 

This annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the anove-mentionetl international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EOP fik on 13/10/93 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are m erely given for the purpose of information. 



Patent document 
cited tn search report 



Publication 
date 



Patent family 
member^s) 



Publication 



EP-A- 0103399 



21-03-84 



US-A- 



4472502 



18-09-84 



«J For more details about this i 



: see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERlCr. i 

Demands Internationale Ni 



L CLASS EMENT DE LTNVENTI0N (si pit 



sym boles de classification soot appllcaales, les Indlqocr to: 



CT/FR 93/00618 



Sdon la classification Internationale des brevets (OB) oo i la fols seton la classification oartoaale et la QB 



IL DOMACSXS SUR LES QUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minim ale consult ee' 



Systeme de dasstfl cation 



Sym boles de dasstflcattoa 



Int.C1.5 



C 12 N 



C 12 P 



C 12 R 



Documentation consuhee astro qoe la documentation minimal e cans la mesnre 
oft de tels docnmcats foot partita des domalnes sor lesqods la recherche a pone 9 



HL DOCUMENTS CONSIDERE5 COMME PERTINENTS 10 



Caltgorie c 



Identification des documents dies, avec Indication, si necessalre*U 
des passages pertinents " 



No. des revendl carlo ns 
vlsees w 



APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, vol. 57, 
no. 8, August 1991, pages 2413-2417, Washington 
DC, US, S.F. KIM et al.: "Cloning and Nucleotide 
Sequence of the Lactobacillus easel Lactate 
Dehydrogenase Gene", le document en entler (cited 
1n the application) 

Idem 

EP, A, 0103399 (THE REGENTS OF THE 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 21 mars 1984, page 5, 

Hgne 1 - page 7, Hgne 34, revendlcatlons 1-11 



1,4,5 



3 

1,4,5 
2,6 



0 Categories spedales de documents dies: 11 

*A* document deflalssant Petal general de (a technique, non 
consider* comme paniculierement pertinent 

*E* document anterior, mats publie a la date de depot Interua- 
> data 



*!/ document poov&nt leter on dome sur one reveadleatlon de 
prlorite oo dte poor determiner la date de publication d'une 
autre dtarion oo poor one raison spedale (telle qtflndiquee) 

•O* document se refcrant a one dlvulgatloa orale, a on usage, a 
one exposition oo tons autrcs moyens 

"P* docoment publie avant la date de depot International, mais 
posterlcuremeet a la data da prfortte revendlqoeo 



*1* document ulterleur publie posted eorem eat a la date de depot 
International oo a la date de prlortte et n'appaneacoant pas 
a ret at de la technique pertinent, mais dt6 pour cam prendre 
te prlndpe oo la theorle constituant la base de rinvcntloa 

T document partlcallerement pertinent; f Invention revendl- 
quae ne pent etre conslderee comme nouvdle oo comma 
ImpUqoant una acttvtte Inventive 

*V document paxttcnlierement pertinent; f Invention revea- 
dlqoee oe pent em conslderee comme ImpUqoant one 
acttvtte Inventive lorsqne le document est assode a on oo 
plostenrs antres documents de memo nature, cette combl- 
nalsoo etaat evident e poor una personne da metier. 

*dk* document qui fait partle de la memo familla de brevets 



IV. CERTIFICATION 



Date a laqadle la recherche Internationale a ete effecrJvement achevee 

04-10-1993 



Data <f expedition do present rapport de recherche Internationale 



20 -to- mi 



Administration charge* de la recherche Intematlonaie 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 



Signature da fonctlonnaire autorlse 



A. D£ KoK 



Pnam PCT/ISA/2W (deadeae fcatue) (Java* 1915) 



Denude Intern: 



No 



Page 2 
PCT/FR 93/00618 



IIL DOCUMENTS CONSIDERED COMME PERTINENTS 14 



(SUI TE PE S BENSE2GNEMENTS INDIQUES SURLA 
DEU30EME FEUILLE) 



Citfc«orlo 0 



Identification da documents cites, 16 arec Indication, si neoessalra 
des passages pertinents 11 



No, des revendicaHons 
rtsees" 



DATABASE WPIL, Derwent Publications Ltd., London, 
GB, DATABASE WPIL, AN 91-373410, week 9151, & JP . 
- A - 3251172 (MEIJI MILK PRODS KK) 8 novembre 
1991, abreg* 



1,4,5 



PCT/ISA/2IO (Mile ■Mi ll ■■ 11 1) (Octet** WS1) 



ANNEXE AU RAPPdWrDE RECHERCHE INTERNATION 
RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. 



FR 9300618 
SA 75616 



La presente annexe indique les membres de la famifle de brevets reiatifs aux documents brevets cites dans te rapport de 
recbercne internaaanaJe vise ci-drssos. 

Lesdits membres sont contents ta Scnier informaaqoe de I'Office europeeo des brevets a la date dn 13/10/93 

Les renseignements fourois sont do ones a thre indkatif et n'engagent pas la rcsponsabilite de I' Office eoropeen des brevets. 



Document brevet cite 
an rapport de recbercne 



Date de 
publication 



Membrc(s) de la 
lamilk de brevets) 



Date de 
publication 



EP-A- 0103399 



21-03-84 



US-A- 4472502 



18-09-84 



Poor torn ressttgsetDeat conceruant eette annexe : voir Jonmal OfSad de I'Oftte earepeea des brevets, No. 12/82 



